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Abstract. Cardiovascular and the voluntary submergence time in Lithobates catesbeianus after the intrapulmonary gases
manipulation. The aim of this study was evaluated the effect of intrapulmonary gases administration on the cardiovascular parameters
and the time of voluntary submergence in bullfrog (Lithobates catesbeianus). Studies like this have a large importance in the
understanding about the drive and behaviour in the amphibians dive. Before the experiment beginning, the L. catesbeianus was kept
in laboratory condiction for 24 hours, at least. Then following measures were made: arterial pressure (MAP, mmHg), sistolic pressure
(SP, mmHg), diastolic pressure (DP, mmHg), pulse pressure (mmHg), heart rate (HR,bpm) and the time of voluntary submergence.
The control of this study was the period of emergence, submergence and post-submergence before the gases administration. These
gases were administered in subsequent submergences: A) normoxic mixture (21% O, /0,3% CO,/N, balance); B) hypoxic and
hypercapnic mixture (14% O, / 7% CO,/N, balance); C) hyperoxic gas (100% O,) e D) 100% N.,. The HR was the only altered of the
cardiovascular parameters. The HR decreasing about 20% in submergence, but the fall happened before intrapulmonary gases
administration. A significative increase was observed in the dive time before intrapulmonary hyperoxic gas administration. In conclusion,
the results suggest that the voluntary dive time in L. catesbeianus can be longer if the pulmonary O, tension is high.

Key words: cardiovascular parameters, dive; gases, Lithobates catesbeianus, time of diving.

Resumo: O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da administracdo de gases intrapulmonares sobre os parametros cardiovasculares
e 0 tempo de submersao voluntaria em ré (Lithobates catesbeianus). A importancia de estudos como este é ampliar o conhecimento sobre
o0 controle e comportamento no mergulho de anfibios. Os experimentos foram iniciados apés a L. catesbeianus ser mantida no laboratério
por, no minimo, 24 horas. Foram medidas pressdo arterial média (PAM, mmHg), pressdo sistdlica (Psis, mmHg), pressdo diastélica (Pdis,
mmHg), pressdo de pulso (mmHg), frequéncia cardiaca (FC, bpm) e tempo de submerséo voluntaria. O periodo de emersdo, submerséo
e pos-submersdo previamente a administragdo dos gases intrapulmonares foram utilizados como controle. Nas submersdes subsequien-
tes foram administrados os gases: A) mistura normoxica (21% O, / 0,3% CO,/ N, balango; B) mistura hipoxica e hipercapnica (14% O,
/7% CO,/ N, balango); C) gas hiperdxico (100% O,) e D) 100% N, Dos parametros cardiovasculares analisados, somente a FC alterou,
diminuindo em torno de 20% na submersdo, no entanto essa redugdo ocorreu antes da administracdo dos gases intrapulmonares. Foi
observado aumento significativo do tempo de mergulho apds a administracdo do gas hiperdxico. Pode-se concluir dos nossos resultados
que o tempo de mergulho voluntario em L. catesheianus pode ser longo se for alta a tenséo de O, pulmonar.

Palavras-chave: gases; mergulho, parametros cardiovasculares, Lithobates catesbeianus, tempo de mergulho.

INTRODUCAO freqiiéncia cardiaca (FC) e manutengéo ou leves

alteracOes da pressdo arterial média (PAM) durante

A repentina queda da freqiéncia cardiaca °© periodo de submers&o, e Lithobates catesbeianus
(bradicardia) e a redistribuigdo do fluxo sangiiineo ~ (SHAw, 1802) nao difere deste padrdo. O efeito do
nos tecidos periféricos sdo os principais mecanismos mergulho sobre o sistema cardiovascular € atribuido
observados no mergulho nas varias classes de 20 sistema nervoso autbnomo. A bradicardia é uma
vertebrados (ButLer & Jones, 1997). Em particular, "eSPposta de ordem vagal e a recuperagdo desta na
0s anuros apresentam um declinio gradual da POS-submersao parece depender somente de um
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blogueio vagal durante megulhos involuntarios por
um tempo de 25 minutos em ras (LiLLo, 1979). Para
ELuioTT et al. (2002) em momentos de pré e pos-
submersdo a atividade simpéatica pode ser
predominante, facilitando o rapido deslocamento dos
estoques de oxigénio em focas, cujo tempo de
mergulhos naturais (voluntarios) é de 2 a 6 minutos.

Os principais estudos sobre a duragcéo do mergulho
foram realizados com mamiferos (Koovman, 1989;
McInTyre etal., 2002) e aves (BuTLer & STepHENSON, 1988)
0S quais sugeriram que 0 tempo gque esses animais
permanecem submersos, em mergulhos voluntarios,
estd intimamente relacionado aos estoques de oxigénio.
Mergulhos mais profundos e longos observados em
tartarugas sugerem que o metabolismo anaerobico é
evidente, o que promove principalmente o decréscimo
da pressdo arterial de O, e acidose metabdlica e
respiratoria (Crocker et al., 1999). Aparentemente tanto
areducdo dos niveis de O, sangiiineo (abaixo da presséo
arterial critica de O,) quanto o aumento dos niveis de
CO, podem estar componentes importantes no ajuste
central do comportamento de mergulho (Borg et al.,
2004; StepHENsOM, 2005).

Hé& poucos estudos sobre mergulhos voluntarios
e ainda sdo mais escassos 0s que descrevem, de
forma mais detalhadas, sobre 0 que determina a
retomada a superficie em anfibios. Na tentativa de
obter mais dados sobre os efeitos da submersédo em
ras, foram avaliadas nesse estudo a duragdo e as
respostas cardiovasculares frente as variagdes das
tensbes parciais de gases intrapulmonares durante
o mergulho voluntario de Lithobates catesbeianus.

MATERIAL E METODOS

Animais experimentais

Aespécie de ra Lithobates catesbeianus, pertence
a familia Ranidae, foi introduzida no Brasil para ser
fins comerciais por possuirem carne muito apreciada
pelo homem. Além disso, sdo elas historicamente
empregadas nas pesquisas bioldgicas, farmacéuticas
e medicinais. Atualmente é considerada um
bioindicador ambiental na qual sua presenca e
sobrevivéncia demonstra a qualidade do meio ambiente
que habitam (Bueno-GuimarAes et al. 2001).

Adicionalmente, elas sdo utilizadas para o melhor
entendimento do comportamento animal (Beg, 2003).

Os espécimes de ras utilizadas nesse estudo (n =
30, pesando em torno de 250g) foram adquiridos
comercialmente, no setor de Ranicultura da
Universidade José do Rosario, Alfenas - MG, no
periodo de novembro a fevereiro. Os animais eram
mantidos em tanques com cerca de 150 litros de
agua que eram renovadas periodicamente, tendo
temperatura média de 20°C.

Apébs a aquisicdo dos animais, esses foram
mantidos no laboratério de Fisiologia, em caixas de
40x40x15, com cerca de 2,0 L de &gua clorada que
era renovada periodicamente e com temperatura
média de 27°C, por pelo menos por 24 h antes do
procedimento cirdrgico.

Procedimento cirurgico

Previamente ao procedimento cirlrgico, as ras
foram anestesiadas por imersdo parcial em solucéo
de MS 222 (tricaine mathanesulfonate, 3 g/L). Ap6s
perda completa de todos os reflexos e interrompidos
por completo os episddios respiratorios, as ras foram
posicionadas em decubito ventral e foi realizada uma
incisdo de cerca de 2 cm na regido medial da coxa
esquerda. Um cateter de polietileno composto por
um segmento PE-10 de 1,5 cm de comprimento,
ligado a um cateter PE-50 de 15 cm, foi introduzido
na artéria femoral, para registro de pressao arterial
média. A extremidade livre do cateter foi fixada na
regido dorsal do animal. Os cateteres foram mantidos
preenchidos com solucdo Ringer heparinazada (De
LA LanpEe et al., 1962; BourTiLer et al., 1979).

Posteriormente, com o animal ainda anestesiado,
foi implantado um cateter PE-150 de cerca de 6 cm de
comprimento no pulméo esquerdo, sendo que 1 cm
foi introduzido e fixado, a extremidade livre do cateter
foi utilizada para a administracéo intrapulmonar de gases.

Finalizados os procedimentos cirdrgicos, 0S
animais foram tratados com antibidtico (Baytril) e
antiinflamatério (Dexametasona) na dosagem de
1mL/100g de peso e mantidos em recipiente com
agua clorada, cerca de 150 mL, por 24 horas, a
temperatura ambiente para se recuperarem do
processo cirdrgico.
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Registro dos parametros cardiovasculares e do
tempo de submerséo

O registro de pressdo arterial média (PAM,
mmHg), pressao sistolica (Psis, mmHg), pressdo
distdlica (Pdiast, mmHg), pressdo de pulso (mmHg)
e a frequéncia cardiaca (FC,bpm) foi obtido através
da conexdo do cateter da artéria femoral a um
transdutor de pressdo modelo TSD 104 A acoplado
ao sistema Biopac MP100 (Santa Barbara-
Califérnia). A FC foi obtida contando o nimero de
pulsos da pressdo num periodo de 15 segundos.

O tempo de mergulho e emersdo voluntarios
foram avaliados por observacao direta, utilizando um
crondmetro para marcar o tempo. Os parametros
cardiovasculares e o tempo de submersdo foram
analisados no inicio de cada experimento (controle)
e apos a administracdo intrapulmonar de gases.

Administracdo dos gases intrapulmonares

A administracdo de gases intrapulmonares foi
realizada por meio de seringas conectadas ao cateter
introduzido no pulmao. O volume méaximo do pulmao
em Lithobates catesbeianus € em torno de 90mL/
Kg (GLass et al., 1981).Com base nesse dado, foram
injetados 15 mL de cada um dos gases: A) mistura
normoxica (21% O, / 0,3% CO,/ N, balanco; B)
mistura hipoxica e hipercapnica (14% O, / 7% CO,/
N, balango); C) gas hiperoxico (100% O,) e D) 100%
N,. O tempo de administragdo dos 15 mL foi em
torno de 10 segundos.

Procedimento experimental

Apoés o periodo de 24 horas de recuperagado pos-
cirdrgica, as ras foram colocadas em um recipiente,
com dimens6es de 40x40x15cm, contendo 13L de
agua, cuja temperatura foi mantida em torno de
27°C. Foi permitido aos animais um periodo de 30
min para se aclimatarem com a luminosidade, espago
para natacdo, movimentacdo dos observadores entre
outros. Apés os 30 min de aclimatagdo, foram
obtidos os registros dos parametros cardiovasculares
(PAM, FC, Psis, Pdiast e presséo de pulso) e o tempo
de emersdo e submersdo voluntarias. Os registros
dos pardmetros mencionados acima durante os
periodos de emersdo, submersdo e pds-submersao

anterior a administracao dos gases intrapulmonares
foram considerados como controle. Posteriormente
ao registro controle foram administrados os gases.
A aplicacdo dos gases foi realizada apds o periodo
de submersao voluntéria, sendo esses administrados
um por vez subseqiientemente ao mergulho. O
registro dos parametros cardiovasculares e do tempo
de emersdo e submersdo voluntarias foi obtido no
decorrer de todo 0 experimento, ou seja, tanto no
controle como nos periodos de submersao em que
foram aplicados os gases.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando-se ANOVA e
em seguida o pds-teste Tukey (GraphPad Prism,
versdo 4.0). Foi aceito diferenca estatistica para P<0,05.

REesuLTADOS

Os dados cardiovasculares registrados durante a
emersdo, submersdo e pds-submersdo voluntarias
das ras, foram: freqiéncia cardiaca (FC, bpm),
pressdo arterial média (PAM, mmHg), pressao
sistolica (Psist, mmHg), pressao diastolica (Pdiast,
mmHg) e pressdo de pulso (mmHg), e estdo
agrupados na Figura 1. Os valores indicados como
controle, sdo referentes aos parametros mencionados
acima durante a emersao, submersao e pos-
submersdo anterior a administracdo de gases
intrapulmonares. Nessa condigdo, a FC reduz
significativamente durante a submersédo e quando o
animal retorna a superficie (pés-submersdo) os
valores retomam o padrdo registrado na antes da
submersdo (Fig.1A). A magnitude da reducédo da FC,
durante a submersdo, ndo se altera com a
administragdo intrapulmonar de 15 mL de gases
(mistura normoxica, hipdxica e hipercapnica, 100%
O, e 100% N,). A PAM tende a manter-se estavel e
seus niveis ndo sdo alterados com a aplicacdo dos
gases intrapulmonares (Fig.1B). A Psist, Pdist e a
presséo de pulso ndo se alteraram significativamente
durante a submersdo nas condi¢des estudadas
(Fig.1C, 1D e 1E).

A duracdo da submersdo ou mergulho foi
registrada durante o controle e apds a administracdo
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intrapulmonar dos gases (Fig.2). A duracdo do
mergulho antes da aplicacéo dos gases foi de 2,8+0,68
minutos e a apds a aplicagdo dos gases a duracao do
mergulho n&o difere significativamente desse valor,
exceto apos a administracdo de 100% de O, que a
duracdo de mergulho do de 12,65+3,14 minutos.

DiscussAo

De acordo com Lito (1979) e com o presente
estudo, Lithobates catesbeianus apresenta queda
gradual da freqiéncia cardiaca (FC) durante a
submersdo, enquanto que a pressao arterial média
(PAM) tende a manter-se estavel ou varia pouco.
Estudos prévios indicam que a bradicardia pode ser
de 25 a 50% dos valores obtidos durante a emerséo
(Jones et al.,1973; Fepak et al., 1988; ELuiotT et al.,
2002) e tal efeito fisiol6gico é evidente em quase
todos os vertebrados que mergulham (LiLLo, 1979).
No presente estudo houve reducdo da FC em torno
de 20% durante a submersdo e na pds-submersao,
a FC retoma rapidamente os valores obtidos durante
0 periodo de emersdo. Estudos classicos em anuros
(LiLo, 1979) e em outros vertebrados (SiIGNoRre &
JonEs, 1996; ELLioTT, 2002) sugerem que a queda da
FC, que ocorre durante a submerséo, € devido a um
aumento da atividade vagal, j& a recuperacdo da FC
na pos-submerséo, deve-se a uma inibi¢do desta
atividade. Contudo, para SicNore & Jones (1996) e
ELuiotT (2002), além de um bloqueio da atividade
vagal, a estimulacdo simpética também pode estar
ocorrendo ao final do mergulho, promovendo o
aumento da FC em direcdo aos niveis de emerséo.
As respostas autondmicas mencionadas estao
relacionadas com informacdes sensoriais (“inputs”),
provenientes dos receptores periféricos
quimiossensiveis (BAMFORD & JonEs, 1975; BUTLER &
STePHENSON, 1988; FuriLLA & JoNEs, 1986). Para JoNes
& Purves (1970) ao menos 85% da resposta a
bradicardia é devido a estimulagdo de
quimiorreceptores dos corpos carotideos por hipdxia
e hipercapnia no sangue durante o mergulho.
Contudo, tais receptores apresentam segundo
BAMFORD & JoNEs (1975) e BuTLER & STEPHENSON (1988),
uma importancia relativa no ajuste cardiovascular
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Figura 1. Efeito da administragdo de gases (G) intrapulmonares sobre a
frequéncia cardiaca (FC, 1A), pressao arterial média (PAM, 1B), pressao
sistélica (Psis; 1C), pressao diastélica (Pdiast, 1D) e pressdo de pulso
(1E) durante episodios de submerséo (S) e emersédo (E) em Lithobates
catesbeianus (n=5). O * indica P<0,05 em relagdo ao controle.
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Figura 2. Efeito da administragdo de gases intrapulmonares sobre a
duracdo do mergulho voluntario em Lithobates catesbeianus. O *
indica P<0,05 em relagdo ao controle.

Revista Brasileira de Zoociéncias 10 (3):223-229. 2008



Avaliacdo cardiovascular e do tempo de mergulho em Lithobates catesbeianus

durante a submersdo em patos, pois em mergulhos
de longa duracao estes receptores provéem apenas
parte da informacao para a bradicardia.

Os dados obtidos no presente estudo
demonstraram que em rds a magnitude da queda
da FC ocorre independente da concentracdo de
gases intrapulmonares e que as pressoes arteriais
média, sistdlica, diastolica e de pulso ndo alteraram
significativamente durante a submerséo. O bloqueio
da atividade simpatica, pela inativacdo b-adrenégica
sobre o coragdo e pela diminuicdo da atividade a-
adrenégica (LiLLo, 1979; ELuiotT et al., 2002) sobre a
musculatura lisa vascular em determinados tecidos
pode explicar a manutencdo dessas pressoes.
Segundo Moai et al. (1980) e BourTiLier et al. (1986)
0 aumento da resisténcia periférica total, responsavel
pela redistribuicdo de sangue que ocorre durante a
submersdo, pode contribuir para a manutencao das
pressdes sistolica, diastdlica e conseqiientemente da
pressdo sanguinea. Variagfes ndo significativas das
pressdes obtidas no presente estudo podem estar
associadas com a redistribuicdo de sangue como
mencionado pelos autores citados acima. Porém,
essa redistribuicdo de sangue pode ter uma maior
importancia no que diz respeito a conservacdo dos
estoques de O,. Segundo BouriLier et al. (1986),
durante mergulhos voluntarios, em condic¢des de
baixa oxigenagdo, os pulm@es comparados com a
pele, recebem uma alta proporgcdo de fluxo
sanguineo pulmocutaneo. Este mecanismo pode ser
interpretado como um reajuste do fluxo sangliineo
em direcdo a um local de troca de gases com alta
presséo parcial de O,. Conforme Moai et al. (1980),
o fluxo da artéria cutanea reduz durante a submerséo
em um terco comparado ao periodo de emerséo.

Enfatizando os dados da Figura 1A do presente
estudo, sugere-se que a FC cai att a um nivel que
permite adequado fluxo sangliineo aos tecidos.
ELuioTT (2002) demonstrou que este nivel pode estar
associado a completa ativacdo de receptores
muscarinicos (receptores M2). Assim, a magnitude
da queda da FC durante o mergulho é independente
das concentragdes de O, e CO, intrapulmonar e do
sangue arterial. Borc et al. (2004) também sugerem
que a frequéncia cardiaca durante o mergulho nao

é afetada por hiperdxia e hipercapnia, mas em
mergulhos longos ap6s severa hipodxia, a FC pode
declinar gradualmente. Alguns estudos realizados por
MicLarpr et al. (1973) e Woakes & Butier (1983)
sugeriram que a intensidade da bradicardia pode
depender do nivel de atividade fisica que os animais
executam durante a submerséo.

Por outro lado, o tempo de mergulho pode estar
intimamente relacionado com a concentracdo dos
gases intrapulmonares. Na Figura 2 observar-se que
a administracdo de alta concentragdo de O,
intrapulmonar favorece mergulhos mais longos, mas
ndo altera o padrédo cardiovascular do animal em
submersdo. Assim, sugere-se que ao contrario do
ajuste da FC, o controle do tempo de mergulho esta
intimamente relacionado com informacdes vindas
de receptores que detectam a queda de O, no
sangue arterial. De acordo com BuTLER & STEPHENSON
(1988) 0 O, € um fator importante na determinacéo
da duracéo do mergulho, principalmente quando sua
concentragcdo no sangue é critica, sendo que nessa
condi¢do os animais retornam a superficie. Sendo
assim, os ajustes no comportamento do mergulho
ocorrem preferencialmente para manter a
concentracdo de gases no sangue. Mas, por outro
lado, quando os ajustes comportamentais sdo
limitados, como em mergulhos extensos, um ajuste
cardiovascular pode ser evocado.

A duragdo do mergulho em pingiins e mamiferos
marinhos é dependente da magnitude e taxa de
deplecdo dos estoques de O, do pulmao, do sangue
e musculo (ButLer & Jones, 1997). Estudos com focas
(ELuiorT, 2002) € com toupeiras (McInTyre et al., 2002)
demonstraram que mecanismos que conservam O,,,
como baixo custo metabdlico e alta capacidade de
estoque de O,, podem potencialmente aumentar o
limite de mergulho aer6bico. Em passaros que
mergulham os sacos aéreos sdo usados como a
principal fonte de O, (BuTLER & JonEs, 1997; SToCKARD
et al., 2005). Sabe-se que focas, lebes marinhos e
outros mergulhadores marinhos mergulham com 40-
60% da capacidade méxima do pulmé&o (Kooyman et
al., 1971). Alternativamente, estes utilizam a
hemoglobina e mioglobina como estoques de O, para
serem utilizados em atividades aerdbicas (Kooyman,
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1982). Nesse sentido, o presente estudo apresenta dados
de mergulhos rasos e voluntarios, indicando o possivel
predominio do metabolismo aerdbico, nos quais o
principal estoque de O, usado pelas rés € o pulméo.

De acordo com os dados obtidos nesse estudo,
conclui-se, que a queda da FC em Lithobates
catesbeianus, durante a submersao voluntaria, ndo
¢ dependente da concentracdo de O, e CO,
intrapulmonares e arteriais. Porem a duracdo da
submersao de ras pode depender da tenséo de O,
contida no interior dos pulmaes.
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